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一論文内容要旨 )
研究目的
 近年進行胆道癌に対する肝膵同時切除術の施行が増加してきているが,肝膵同時切除後には肝
 単独切除後に比べ早期よりの合併症,特に肝不全を高率に発生することが知られている。肝不全
 回避には残存肝の再生が非常に重要だが,術後肝再生に関する基礎的研究は少なく,特に肝再生
 増殖因子や抑制因子に関する報告は皆無といえる。・そこで,肝膵同時切除術後の肝再生増殖・抑
 制機構を解明するために,ラット肝膵同時切除モデルを作成し,初代培養肝細胞およびKupffer
 細胞を用いて検討を行うことにした。
}
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研究方法
 SD系雄性ラットに70%肝切除(Hx群),70%肝切除および70%膵切除(HPx群),sham手
 術(S群)を行い,各種検討を行った。膵切除は,臨床における肝膵同時切除術のほとんどが膵
 頭十二指腸切除であることを考慮し,脾臓および脾動静脈を温存して行った。このモデルを用い,
 1)再生肝重量/体重
 2)BrdUによるDNA合成能(LabellingIndex:LD
 3)血糖
 4)血中GPT
 を測定,さらに培養肝細胞のS期以降に対する,endocrine機構による増殖因子として,
 5)門脈血中肝細胞増殖活性
 を測定した。
 また,HPx群における肝再生抑制機序の存在を推察し,
 6)術後残肝組織抽出液による肝細胞増殖抑制効果
 を検討,次いで門脈血清添加により,
 7)endocrine機構によるG1期抑制効果の有無
 を検討した。さらにKupffer細胞・肝細胞混合培養系に術後門脈血清を添加し,
 8)Kupffer細胞を介したparacrine機構による肝再生抑制機序
 を,最後に,Kupffer細胞単独培養に術後門脈血清を添加して刺激し,この培養上清濃縮液を用
いて
 9)Kupffer細胞が放出する液性抑制因子
 につき検討した。
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研究結果
 1)再生肝重量/体重は12時間以降HPx群が有意に低く,2)LIもHx群が24時間で23.5%
 とピークを迎えるのに対し,HPx群では48時間に遅延し,かつ14.8%と有意に低値であった。
 一方,3)血糖値は1時間にHx群220(㎎/d1),HPx群227と最高値を示し以後漸減したが,
 全経過で有意差はなく,4)GPT値も12時間にHx群453.2(KU),HPx群474.4とピークを
 迎えるが全経過で有意差はなかった。HPx群では膵内分泌系の低下が考えられるが血糖値は代
 償性に調節されており,また肝障害の程度はHx群と大差なく,その上で術直後の肝再生は有意
 に低下・遅延しており,肝膵同時切除術後早期の肝再生増殖・抑制機構の検討・解明にきわめて
 有用な実験モデルと考えられた。
 5)HGF活性を含めた肝細胞増殖活性は,Hx群では1時間に0.93(U/ml),12時間に0.78
 とほぼ既報通りに二相性のピークを示した。HPx群も1時間に1.17,12時間に0.92と同様の経
 過を示したが,Hx群に比しむしろ高い傾向にあった。この結果より,endocrineによる肝細胞
 増殖作用を凌駕する肝内抑制機構の存在が推察された。
 6)HPx術後.24時間の肝抽出液を3㎎pro七ein/皿1添加した培養肝細胞のDNA合成は,Hx
 群,S群に比し半分以下と有意に抑制され,かつ抑制効果は濃度依存性であった。この結果は,
 HPx群術後24時間以内の肝内での肝再生抑制因子産生を示唆するものと考えられた。
 7)門脈血清には,両群とも抑制作用はなく,むしろG1期priming過程を正常血清より促
 進させたが,HPx群1～6時間でこの促進作用がHx群に比し有意に低下していた。
 8)Kupffer細胞・肝細胞混合培養系における肝再生抑制実験では,術後1時間の門脈血清刺
 激で,Hx群がContro1の90.5%に対し,HPx群34.7%とDNA合成は有意に抑制され,3時間
 でも抑制傾向が認められた。
 9)術後1時間の門脈血清刺激Kupffer細胞培養上清濃縮液を1㎎protein/皿1添加した培養
 肝細胞の呂H-thymidine取込みは,Hx群10.8(×104DPM/mgprotein)に対し,HPx群2・9
 と有意に低下していたが,56℃,30分の熱処理を施すとContro1の7.4と同程度まで改善した。
 これらの結果は,HPx群術後早期の門脈血清により刺激されたKupffer細胞が,熱に不安定な
 液性抑制因子を産生・放出することを示唆するものと考えられた。
結論
 以上より,invivoのHPx群においては,術後早期の門脈血中促進因子低下により肝細胞の
 G1期priming過程がHx群に比して遅延し,剛時に何らかの門脈血清中因子にて刺激された
 Kupffer細胞が数時間のタイムラグの後,肝細胞増殖抑制因子を産生・放出することにより,遅
 延したG1後期ならびにS期への移行をさらに抑制・阻害して,肝再生の遅延を引き起こすとい
 う機序の存在が推察された。
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 審査結果の要旨
 近年,進行胆道癌に対する肝膵同時切除術の施行が増加しているが,肝膵同時切除後には肝単
 独切除後に比べ早期よりの合併症,特に肝不全を高率に発生することが知られている。肝不全回
 避には残存肝の再生が非常に重要だが,術後肝再生に関する基礎的研究は少なく,特に肝再生増
 殖因子や抑制因子に関する報告は皆無といえる。そこで,肝膵同時切除術後の肝再生増殖・抑制
 機構を解明するために,ラット肝(70%)膵(70%)同時切除モデル(HPx群)を作成し,70
 %肺切除(Hx群),sham手術(S群)と各種比較検討を行った。再生肝重量/体重は12時間以
 降HPx群が有意に低く,DNA合成の指標であるLabeHingIndexもHx群が24時間でピーク
 を迎えるのに対し,HPx群では48時間に遅延し,かつ有意に低値であった。HPx群で膵内分泌
 系の低下が考えられたが血糖値は全経過で両群間に有意差なく,GPT値からみた術後肝障害の
 程度差は軽微であり,肝膵同時切除術後早期の肝再生増殖・抑制機構の検討・解明にきわめて有
 用な実験モデルと考えられた。これらの門脈血清と初代培養肝細胞を用いて測定した肝細胞G
 l→S期増殖活性は,Hx群では1時間,12時間にほぼ既報通り二相性のピークを示し,HPx群
 も同様の経過を示したがHx群に比しむしろ高い傾向にあり,endocrineによる肝細胞増殖作用
 を凌駕する肝内抑制機構の存在が推察された。そこで術後肝抽出液を作成し,これを添加した培
 養肝細胞のDNA合成を測定した。HPx術後24時間の肝組織抽出液中にG1期priming抑制作
 用が認められ,かっこの効果は濃度依存性であり,術後24時間以内の肝内での肝再生抑制因子
 産生が示唆された。また,門脈血清自体には両群とも抑制作用はなく,むしろGl期priming
 過程を正常血清より促進させたが,HPx群1～6時間でこの促進作用がHx群に比し有意に低
 下していた。Kupffer細胞・肝細胞混合培養系では,HPx群術後1時間の門脈血清刺激でDNA
 合成は有意に抑制され,3時間でも抑制傾向が認められた。HPx群術後1時間の門脈血清で刺
 激したKupffer細胞単独培養上清濃縮液にも同様の肝細胞DNA合成抑制効果が認められ,この
 抑制効果は熱処理により改善された。これらの結果より,肝膵同時切除施行時には,術後早期の
 endocrine機構によるG1期priming過程促進因子低下と,Kupffer細胞を介したparacrine機
 構によるGl後期→S期抑制因子産生により,肝再生が遅延するという機序の存在が推察された。
 以上,基礎的研究の少ない肝膵同時切除術後の肝再生抑制機構の一つを初めて解明した本研究
 成果は,臨床における術後肝再生促進,肝不全回避の可能性を示し,進行胆道癌に対する外科治
 療の進歩に大きく貢献する知見であると考えられ,学位の授与に値するものである。
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